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研究成果の概要： 
精子形成はきわめて複雑な細胞分化過程であり、この過程における遺伝子発現は転写のみな
らず細胞質での転写後および翻訳レベルでの制御がとりわけ重要な役割を担っている。申請者
はこれまでに、精子形成細胞の細胞質特異的に存在する新規ポリ A鎖付加酵素 TPAP を同定し、
精子形成に必須であることを明らかにしている。本研究では、その伸長機構と欠損による精子
形成不全の分子機構および精巣特異的細胞質ポリA鎖結合タンパク質PABPC2について解析を行
い、精子形成過程におけるポリ A鎖の動態について検討した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
精子形成はきわめて複雑な細胞分化過程
であり、この過程における遺伝子発現は転写
のみならず、細胞質での転写後および翻訳レ
ベルでの制御がとりわけ重要な役割を担っ
ている。真核生物 mRNA の 3’末端に存在す
るポリ A 鎖は、mRNA の核外輸送や安定性・
分解および翻訳制御にかかわっている。した
がって、ポリ A鎖長の調節は転写後遺伝子発
現制御機構のひとつであるといえる。 
申請者らはこれまでに、哺乳動物精巣特異
的に存在する細胞質ポリ A ポリメラーゼ
TPAP(PAPOLB)を同定した。通常、ポリ A鎖は
核内で付加されるのに対し、TPAP は細胞質
に局在するという点で特徴的である。その欠
損マウスでは、精子特有の構造である凝縮し
た核や鞭毛などの形態形成に関与する半数
体特異的遺伝子の転写が著しく減少してお
り、結果として精子形成が球状精細胞の段階
で停止していた。 
さらなる解析の結果、TPAP は転写関連因
子である Tbpl1 や Gtf2a2 といった特定の
mRNA 群の半数体精細胞特異的なポリ A 鎖伸
長に関与していることが明らかとなった。こ
れらの結果は、TPAP による細胞質での mRNA
ポリ A 鎖伸長といった転写後修飾が一群の
半数体特異的遺伝子の転写に関与し、最終的
に精子形態形成をつかさどるというこれま
で知られていなかった遺伝情報発現制御機
構の存在を示唆している。しかし、TPAP に
よるポリ A 鎖伸長機構やその欠損による精
子形成不全の分子機構は未解明であった。 
一方、細胞質に存在するポリ A鎖結合タン
パク質 PABPC は、ポリ A 鎖に結合して mRNA
の分解を防ぐとともに、mRNA キャップ構造
に結合している翻訳開始因子複合体 eIF4F
中の足場タンパク質 eIF4G との相互作用を
介して mRNA を環状化し、リボソームの再利
用を促進させることにより効率的な翻訳に
関与していると言われている。精巣には、普
遍的に発現している PABPC1 と精巣特異的な
PABPC2 が存在するが、両者の機能的な違い
は不明であった。 
以上のような背景のもと、本研究を立案し
た。 
 
 
２．研究の目的 
 
mRNA ポリ A 鎖を介した精子形成の制御機
構を明らかにすることを目的とし、下記の項
目について解析を行った。 
（１）TPAP による球状精細胞細胞質特異的
な mRNA ポリ A鎖伸長機構の解析 
RNA 結合タンパク質による mRNA 制御は、
多くの場合 3’非翻訳領域(3’-UTR)中の特
定のシス配列とそこに結合する RNA 結合タ
ンパク質によって行われる場合が多い。そこ
で、TPAP の標的 mRNA である転写因子 Tbpl1
や Gtf2a2 の 3’-UTR を用いて、制御因子の
同定を試みた。 
（２）TPAP 欠損による精子形成不全の分子
機構の解析 
野生型マウスの球状精細胞では、Tbpl1 や
Gtf2a2 の mRNA ポリ A鎖が、その前段階であ
るパキテン期精母細胞と比較して伸長して
いたが、TPAP 欠損マウスではこの伸長が見
られなかった。しかし、これら mRNA に対す
るポリ A鎖の伸長は、その安定性や翻訳効率
にも寄与していないことをすでに明らかに
している。そこで、TPAP 欠損によりポリ A
鎖伸長がおこらず、その結果として正常に翻
訳されないようなタンパク質の同定を試み
た。 
（３）TPAP 以外の酵素による細胞質ポリ A
鎖伸長反応の解析 
精巣細胞質画分のポリ A 鎖付加活性は、
TPAP 欠損マウス精巣でも他の組織と比べて
きわめて高いことから、TPAP 以外の酵素に
よる mRNA ポリ A鎖伸長反応の存在が推測さ
れた。事実、アクロシンやアクロシン結合タ
ンパク質AcrbpなどのmRNAポリA鎖は、TPAP
欠損マウスの球状精細胞でも伸長していた。
また、ポリ A鎖伸長によって翻訳が活性化さ
れる減数分裂期シナプトネマ構成タンパク
質をコードする Sycp1 と Sycp3 の mRNA ポリ
A 鎖も、野生型と同じように伸長されていた。 
そこで、近年同定された新規のポリ Aポリ
メラーゼである GLD-2 の欠損マウスについ
て、その関与を検証した。 
（４）精巣特異的細胞質ポリ A鎖結合タンパ
ク質 PABPC2 の解析 
細胞質に存在するポリ A 鎖結合タンパク
質 PABPC は、ポリ A鎖特異的に結合する RNA
結合タンパク質である。精巣には、普遍的に
発現している PABPC1 と、精巣特異的な
PABPC2 が存在する。PABPC1 は精子形成過程
においてほぼ同じレベルで存在するのに対
し、PABPC2 はパキテン期精母細胞と球状精
細胞には存在するが、伸長精細胞では消失す
ることを見いだしている。そこで、両者の機
能的相違を明らかにすることを試みた。 
これらの解析を通して、哺乳動物精子形成
過程における mRNA ポリ A鎖の動態と機能に
ついて考察した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）TPAP による球状精細胞細胞質特異的
な mRNA ポリ A鎖伸長機構の解析 
TPAP の標的 mRNA である転写因 Tbpl1 や
Gtf2a2 の 3’-UTR を用いて、制御因子の同
定を試みた。In vitro 転写により合成した
これらの RNA をセファロースビーズに結合
させた担体を作製し、精巣抽出液のプルダウ
ンを行った。結合したタンパク質を MALDI 
TOF-MS に供し、PMF 解析により同定した。 
（２）TPAP 欠損による精子形成不全の分子
機構の解析 
 TPAP 欠損マウスの精子形成は、球状精細
胞の段階で停止する。そこで、精子形成が球
状精細胞までしか進行していない 26 日令の
野生型と欠損マウスの 
精巣より細胞質画分と核画分のタンパク質
抽出液を調製し、プロテオーム解析を行うこ
とにより、TPAP 欠損マウス球状精細胞で消
失あるいは減少しているタンパク質を検出
した。 
（３）TPAP 以外の酵素による細胞質ポリ A
鎖伸長反応の解析 
GLD-2 欠損マウスの精巣について、TPAP
以外のポリ A ポリメラーゼにより減数分裂
期にポリA鎖の伸長を受けるSycp1と Sycp3 
mRNA および球状精細胞期にポリ A 鎖伸長を
受けるアクロシンや Acrbp mRNA のポリ A鎖
伸長の有無をノーザンブロット法と
reverse ligation-mediated PCR (RLM-PCR)
により調べ、GLD-2 の関与について検証した。 
（４）精巣特異的細胞質ポリ A鎖結合タンパ
ク質 PABPC2 の解析 
PABPC1 と PABPC2 について、結合する翻訳
関連因子を免疫沈降法および GST プルダウ
ン法により検証した。また、それらのポリソ
ーム分布および細胞内局在をショ糖密度勾
配遠心と免疫染色により調べた。 
 
４．研究成果 
 
（１）TPAP による球状精細胞細胞質特異的
な mRNA ポリ A鎖伸長機構の解析 
RNA アフィニティーゲルを用いた精巣抽
出液のプルダウンにより、TPAP の mRNA 特異
性にかかわると考えられる因子の一つとし
て、RNA 結合タンパク質 HuR を同定した。HuR
は、初期発生における母性 mRNA の翻訳活性
化を惹起する細胞質ポリ A 鎖伸長にかかわ
る ウ リ ジ ン に 富 む 配 列  (embryonic 
cytoplasmic polyadenylation element; 
eCPE)に結合することが報告されている。 
Tbpl1 や Gtf2a2 の 3’-UTR には、これと
類似した配列が存在することから、TPAP に
よるポリ A鎖伸長の mRNA 特異性に、この配
列が関与している可能性が十分にある。HuR
以外にも結合するタンパク質が存在したの
で、その解析を引き続き行っている。また、
3’-UTR を断片化し、同定された RNA 結合タ
ンパク質の結合配列を明確にしていく予定
である。 
（２）TPAP 欠損による精子形成不全の分子
機構の解析 
 26 日令の野生型と欠損マウスの精巣より
細胞質画分と核画分のタンパク質抽出液を
調製し、プロテオーム解析を行った。その結
果、TPAP 欠損マウスの核画分において野生
型と比較して著しく減少しているタンパク
質をいくつか検出した。PMF 解析により、そ
のひとつとして adenylate kinase が同定さ
れた。今後、このタンパク質をコードする
mRNA の球状精細胞におけるポリ A 鎖伸長の
有無とポリソーム解析によるポリ A 鎖伸長
と翻訳効率の関連を明らかにしていく予定
である。また、そのほかのタンパク質につい
ても同様の解析を行うことを予定している。 
（３）TPAP 以外の酵素による細胞質ポリ A
鎖伸長反応の解析 
アフリカツメガエルの卵成熟過程におい
て、母性 mRNA の細胞質でのポリ A 鎖伸長と
翻訳活性化にかかわる配列として CPE 配列 
(U4U/AAU)が知られている。この配列には CPE
結合タンパク質 CPEB が結合し、CPEB 依存的
なポリA鎖伸長には既知のポリAポリメラー
ゼとはアミノ酸配列上ではほとんど相同性
を示さない新規ポリ A ポリメラーゼ GLD-2
が行っていると考えられている。また、CPEB
のマウスホモログである CPEB1 の欠損マウ
スでは、シナプトネマ構成タンパク質 Sycp1
と Sycp3 の mRNAの翻訳効率がポリA鎖伸長
不全により低下することが報告されている。
しかし、GLD-2 欠損マウスにおけるこれら
mRNA のポリ A 鎖長は野生型と同じであった
ことから、GLD-2 以外の未知のポリ Aポリメ
ラーゼがCPE配列を介したポリA鎖伸長を行
っていることが推測された。また、アクロシ
ンや Acrbp mRNA の球状精細胞でのポリ A 鎖
伸長は GLD-2 欠損マウスでも行われていた
ことから、このポリ A鎖伸長機構も現在のと
ころ不明であり、今後の課題である。 
（４）精巣特異的細胞質ポリ A 鎖結合タン
パク質 PABPC2 の解析 
PABPC2 は、Pabpc1 mRNA のレトロポジショ
ンにより生じたイントロンレス遺伝子に由
来する。PABPC2 は PABPC1 と同じように、さ
まざまな mRNA のポリ A 鎖に非特異的に結合
し、また eIF4G や翻訳活性化因子 PAIP1 
(Poly(A)-binding protein interacting 
protein 1)、翻訳抑制因子PAIP2、およびPIWI
サブファミリーArgonaute タンパク質 MIWI 
(mouse piwi-like homolog 1; PIWIL1)など
と結合した。ショ糖密度勾配遠心により
PABPC2 は翻訳が活発に行われているポリリ
ボソーム画分にほとんど存在せず、翻訳が抑
制されている mRNP 画分に存在することが明
らかとなった（図１）。 
さらに、PABPC2 は体細胞における mRNA 分
解や貯蔵の場と考えられている P-ボディ 
(Processing body)に相当するクロマトイド
ボディとよばれる精細胞特有の構造体に
MIWI とともに局在していた（図２）。クロマ
トイドボディは哺乳動物精子形成細胞に特
 異的な RNA 顆粒（生殖顆粒）であり、P-ボデ
ィにも存在する脱キャッピング酵素 DCP1 や
miRNAおよびそれに関連するDICERや AGOタ
ンパク質などのほか、RNA ヘリカーゼ MVH 
(mouse vasa homolog)などが濃縮されている。     
これらの結果から、PABPC2 は PABPC1 と異な
り、生体内では翻訳抑制的に機能することが
推測された。 
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